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1．背景および目的 
日本脳炎はアジアにおいて最も重要なウイルス性脳炎といえる。東アジア、東南アジア、
南アジアに広く発生が認められ、年間約 1万人の死者が生じている[1]。我が国でも毎年日
本脳炎患者の発生が報告されており、ワクチン接種が進められている感染症の一つである。
日本脳炎は日本脳炎ウイルス（JEV）を保有している蚊に刺されることにより、感染・発
症するウイルス感染症である。脳炎の発症は感染者 100～1,000人に 1人程度と考えられて
いるが、発症すると高熱を発し、痙攣、意識障害などの脳炎症状を呈し、致死率が約 20%
の重篤な疾患である。有効な治療方法はなく、生存者の約半数は神経症状を主調とした後
遺症を残し、中には脳にダメージを受け麻痺などの重篤な後遺症が残る場合もある[2]。日
本においては 1960年代中ごろまで年間 1,000例以上あった患者数が日本脳炎ワクチンの普
及により 1992 年以降には 10 例未満、近年では年間数名程度の発生にとどまっている。し
かし、JEV の増幅動物である豚における感染状況を見ると、西日本を中心に毎年広い地域
で抗体陽性の豚が確認されており、これは JEV感染蚊が多数存在することを意味する。ま
た、ワクチン接種後に重篤な急性散在性脊髄膜炎（ADEM）症例の発生から、平成 17年に
厚生労働省はワクチン接種の積極的推奨の差し控えの緊急勧告を発表した[3]。その後 3～6
歳での JEVワクチンの接種率が激減し、その結果、ヒトの日本脳炎に対する抗体保有状況
は 2008 年度の 0～6 歳群でこれまでにない低い割合となっている。こうした背景から日本
脳炎は現在再流行が危惧される感染症にまでなってきている。一方、JEV 感染による日本
脳炎発症のメカニズムや発症後の重症化メカニズムについては未だ十分な知見は得られて
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いない。 
JEVの弱毒株である JaOArS982 株を用いた感染モデルマウスでは、104～106 PFUの範囲
でウイルスを感染させた場合に 100%感染が成立し、脳炎症状を呈することが知られている。
感染成立以降は約 30%の致死率を示すが、104～106 PFUの範囲内ではウイルス接種量と致
死率に相関性がみられない。フラビウイルス感染症において、致死率はウイルス接種量と
相関性を持たないことはすでに報告されているが[4-8]、病態形成や致死率にはウイルスの
みではなく生体側の免疫応答が関与している可能性が示唆されている。こうした背景より、
日本脳炎の病態を解明するうえで、JEV 感染モデルマウスでの予後や生存率を決定してい
る因子を、感染免疫学的に明らかにすることは重要である。 
JEV は人から人へは感染せず、一般的に蚊の吸血により経皮的にウイルスが侵入し感染
する。皮膚に常在する免疫担当細胞であるランゲルハンス細胞は、JEV を取り込んだ後に
リンパ管を通り、所属リンパ節まで遊走する。そして主要組織適合遺伝子複合体（MHC）
を介して T 細胞に抗原提示を行うことで抗原特異的な細胞性免疫が開始される。また、T
細胞は細胞障害促進や免疫抑制作用を持つサイトカインの分泌の調節や抗体のクラススイ
ッチに関しても中心的な役割を果たし、JEV への感染免疫として、感染制御や日本脳炎の
防御において重要な役割を果たすと考えられる[5,6,8,9]。 
一方で、マウスに脱髄を起こすことが知られているタイラーウイルスを用いた Lindsley
らの研究では、SJLマウスにおいて CD8+T 細胞が感染 7日目では脊髄実質に認められない
ものの、30 日目以降で増加し CD8+T 細胞と脱髄が相関することを言及した[10]。これは
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CD8+T 細胞による細胞性免疫によって引き起こされる免疫反応が、生体にとって必ずしも
防御に作用するとは限らないことを示した。JEVにおける T細胞に関する先行する研究で、
藤井らは JEV強毒株である JaTh160を C3Hマウスに感染させた研究において、脳炎を起こ
した脳内に浸潤する T 細胞が、T細胞受容体（TCR）α鎖可変領域（AV）5-1、17-1、19-1、
TCR β 鎖可変領域（BV）2-1、8-3、13-1を高頻度に持つことを証明した[11]。しかし、JEV
強毒株を用いたこの研究ではこれらのTCRを持つ脳内浸潤T細胞と病態との関連性を結び
つけるには至っていない。 
また、抗原特異性Ｔ細胞ホメオスターシスを維持するために、制御性 T細胞（Treg）は、
病原体に対する反応性および炎症や自己免疫性疾患を制御し、エフェクターＴ細胞を抑制
する機能を生体内で担っていることが報告されている[12-15]。Treg は Foxp3 を発現し、
CD3+CD4+CD25+を持つ細胞と定義されている。JEV 以外のフラビウイルス属に属するウ
イルスであるウエストナイルウイルス感染において、末梢血中の Tregの発現量が低いと感
染後に症候性となりやすい傾向があることが報告されている[16]。また、末梢レベルの解
析のみでは大脳局所の免疫性状を反映するものではなく、Treg 発現レベルを局所的に調べ
る必要性があるため[17-19]、JEV感染脳炎時の脳内局所において Tregの発現レベルを調べ
ることは重要である。 
免疫の特異性や方向性を決定しているのは T細胞であり、その T細胞のアイデンティテ
ィーを決定しているものは TCR である。また、ウイルス感染を最終的に収束させるもっと
も重要な免疫応答は T 細胞の感染細胞に対する障害活性と考えられる。この TCR を解析す
- 6 - 
ることにより、各個体の認識している抗原の相動性を確認することができ、これまで明ら
かにされなかった感染予後と T 細胞の性質の違いを見ることができる。以上のことから、
JEV 感染性脳炎の宿主要因としての感染免疫を解析するためには T 細胞の解析が不可欠で
あると考えられる。 
T 細胞の活性化を確認する手法として、リアルタイム定量逆転写ポリメラーゼ連鎖反応
（qRT-PCR）や ELISA を用いた炎症性サイトカイン（IFN-γ、TNF-α）の測定は、mRNAお
よび蛋白レベルでの解析としては一般的であるが、T 細胞をクローンレベルで特定するこ
とは困難である。種々の TCR に対するモノクローナル抗体を用いたフローサイトメトリー
解析によって特定の T 細胞集団を確認することは実現可能であるが、全ての TCR ファミリ
ーを網羅的に検出し評価するために必要なモノクローナル抗体は存在していない。 
機能的な TCR AVおよび BV遺伝子は、ゲノム上にコードされた可変（variable; V）、多
様性（diversity; D）、結合（joining; J）、定常（constant; C）遺伝子セグメントにおける体細
胞遺伝子再構成によって構築され、さらに TCR の抗原特異性および多様性は、MHC 上の
抗原ペプチドと直接結合する部位である相補性決定領域 3（complementary determining 
region 3; CDR3）に依存し、また CDR3 は主に遺伝子再構成の間に発生するヌクレオチドの
削除や挿入によって構成され、多様性を獲得する[20,21]。 
共同研究を行っている独立行政法人 国立病院機構 相模原病院 臨床研究センター 診
断・治療研究室では、mRNAベースの解析法で、生体内に存在する全ての TCR の存在頻度
を変化させることなく adaptor-ligation-mediated PCR（AL-PCR）によって増幅させ、TCR V
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領域遺伝子に特異的な塩基配列を固相化したプレートを用いて、増幅させたサンプルをハ
イブリダイゼーションさせる（microplate hybridization assay（MHA））ことにより、TCR V
遺伝子を有する T細胞の生体内における相対頻度（TCR レパトア）を検出する解析系を所
有している。これは、抗原特異的な免疫反応によって T 細胞がクローナルに活性化・増殖
した場合、正常時と比較することで対応する TCR V遺伝子の増加が MHAにおいて検出さ
れるものである。したがって無数に存在する T細胞に対して TCR V 領域におけるスクリー
ニングが可能となり、特定された TCR Vを有する T細胞の CDR3 のアミノ酸配列解析によ
ってクローンレベルで特定することができる。 
TCR レパトア解析法は汎用性が高く、マウスの研究では、松谷らの T細胞分化に関わる
生理学的研究[22]、藤井らの JEV感染における病態解析[11]、ヒトのサンプルにおける研究
では、後藤らの口腔内前癌状態である扁平苔癬に関する研究[23]、堀内らの造血細胞移植
に伴う TCR レパトアの変化[24]、松谷らの消化管腫瘍周囲に浸潤する T 細胞の研究[25]、
塩原らの潰瘍性大腸炎と細菌性スーパー抗原の関連に関する研究[26]など多岐に渡る。 
本研究では、JEV感染モデルマウスにおいて、予後および重症度と TCR レパトアとの関
係性を中心に、免疫学的性状解析、ウイルス特異的 T細胞の解析を行った。 
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2．実験方法および材料 
2． 1．ウイルス 
本研究において、JEVは JaOArS982株（GenBank accession no.M18370）を使用した。JEV
は、乳飲み子マウスに感染させ、脳乳剤より遠心精製し得られたものを Baby Hamster Kidny 
（BHK）細胞培養培地より採取した。ウイルスの力価が約 1.0 × 1010 pfu/mLのウイルスを
用いた[27]。BHK細胞は 8%ウシ胎児血清（FCS）と抗生物質を含むイーグル最小必須場培
地（EMEM; 日水製薬株式会社）で継代されている。ウイルス取扱い、および動物感染実
験は文部省における「研究機関などにおける動物実験などの実施に関する基本指針」（文科
省学省告示第七十一号）に従って行われた。 
2． 2．ウイルス接種およびサンプル採取 
使用するマウスは過去の報告に基づき、JEV感染感受性の高い C57/BL6 マウスを用いた
[28]。ウイルス接種は 7 週齢のメスの B6 マウスで実施した。JEV 感染群は、2%の FCS を
含む EMEMで希釈したウイルス液（1.0 × 104 pfu, 0.5 mL）を皮下接種した。等量の EMEM
を皮下接種した群を非感染群とした。実験 1 として、30 匹のマウスに JEV を皮下接種し、
マウスの体重変化と症状の観察を毎日行い、感染後（days post infection: dpi）21日まで計測
をした。実験 2として、30匹のマウスに JEV を皮下接種し、ウイルス接種日を 0日として
13 dpi にマウスを吸入麻酔薬（イソフルラン）の過麻酔により安楽殺した。マウスにおけ
る JEV感染において、大脳皮質はそのほかの脳組織と比較した際に高いウイルス量が存在
することより、主要な標的組織であるという事が報告されている[29]。そのため本研究に
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おいても、脳内の感染免疫を精査する対象として大脳皮質が選択された。採取した大脳皮
質および脾臓はプラーク法を用いたウイルス力価測定用と RNA摘出用とに分けたのち、直
ちに RNAlater® RNA安定化試薬（Qiagen）に浸漬した[30]。Total RNAの抽出は、RNeasy Lipid 
Tissue Mini Kit （Qiagen）を用いてメーカーのプロトコールにしたがって実施した。抽出
した total RNAは、バイオアナライザー（Agilent Technologies）において rRNAを指標とし
たクオリティーチェックを行った。この得られた RNA は qRT-PCR、TCR レパトア解析、
および CDR3 シークエンス解析に用いられた。 
2． 3．大脳組織におけるウイルス力価の定量 
ウイルス感染マウスより採取した新鮮な大脳皮質は、10%ウシ胎児血清を加えた PBS 内
でホモジナイズした後に、2%ウシ胎児血清を含む EMEMで希釈した。ウイルス滴定は BHK
細胞を用いたプラーク法を用いて、1gあたりの pfu（pfu/g）を算定した[31]。 
2． 4．マウスの選択 
2. 2.における実験 1でマウスの体重測定を行った結果、ウイルス接種日の体重と比較して、
体重を維持するマウスと、減少していくマウスが認められた。体重の減少が認められたウ
イルス接種マウスは 21 dpi までに全頭がウイルス感染により死亡した。対照的に、体重を
維持したウイルス接種個体の中に死亡した個体は認められなかった。体重推移の観察によ
り、13 dpi においてウイルス接種日と比較して 25%以上体重減少が起こる感染マウスが全
頭死亡しているという結果が得られた。この 13 dpi に 25%以上体重が減少する群を死亡群
とした。また、体重減少が見られなかった、もしくは 10%未満であった感染マウス内には
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死亡した個体は認められなかったため、13 dpi においで体重減少が 10%未満の個体群を生
存群とした。 
2． 5．病理組織学的解析 
採取した脳に対して、組織学的および免疫組織化学的解析を実施した。組織は 10%リン
酸緩衝ホルマリンで固定された。固定された組織はパラフィン包埋処理後に切片を切り出
し、ヘマトキシリンーエオジン染色された。また、免疫組織化学的解析として JEV抗原の
検出は JEV Eタンパクに対するウサギポリクローナル抗体を用いた[29]。 
2． 6．定量リアルタイム PCR解析 
qRT-PCR を用いて、T細胞関連表面抗原（cluster of differentiation；CD）抗原、サイトカ
イン、Th1/Th2 調節上位転写因子、Treg 関連因子、細胞傷害性因子マーカーなどの免疫関
連遺伝子における mRNA発現量を測定した。測定装置は Bio-Rad CFX96 system（Bio-Rad）
を用いた。本研究において使用した特異的プライマー（表 1 ）のうち、
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase （GAPDH）、CD3、CD4、CD8、CD25、CD69、IFN-γ、
TNF-α、IL-4、IL-5、Perforin、Granzyme（Gzm） A、Gzm B、Fas リガンド（Fas L）は過
去に報告された配列を用いた [11,32]。Transforming growth factor beta 1 (TGF-β1)、
forkhead/winged helix transcription factor 3（Foxp3)、T-bet、GATA3特異的プライマーは Takara 
Bio より購入した。Th1/Th2 調節上位転写因子として、T-bet は IFN-γ 遺伝子の重要な活性化
因子であり[33-35]、GATA3 は IL-5 および IL-13 の転写開始因子として報告されている
[36-38]。また、Treg 関連因子として計測された TGF-β1 は免疫抑制効果を持つ主な多機能
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サイトカインであることが報告されており[39]、Foxp3 は Treg 特異的分子であり、Treg の
分化成熟にも不可欠な分子であることが報告されている[40-43]。組織から抽出した total 
RNAは、PrimeScript™ RT reagent kit（Takara Bio）を用いて cDNA に合成し、解析サンプル
とした。逆転写反応には 50 pmol oligo dT プライマーを用いて 37℃、15分間反応を行った。
合成後、サンプル DNA 2 μL（total RNA量 50 μgに相当）に 10 mM の forwardおよび reverse
プライマーを 0.4 μL、SsoFast™ EvaGreen® Supermix （Bio-Rad）を 10 μL添加し、distilled 
water（DW）でメスアップして total 20 μLに調製した。PCR の反応条件は、初期変性反応
を 95℃、10秒、その後のサイクルは 95℃、5秒および 60℃、30 秒の 2ステップを 50サイ
クル行った。各サンプルのコピー数は、既知濃度のスタンダードサンプルを用いて Ct
（threshold cycle）をプロットした検量線から算出し、その値を GAPDH のコピー数で補正
した。 
JEV の RNA 量は、 E 遺伝子特異的プライマー 特異的プライマー（ 5'- 
ATGACCTCGCTCTCCCCTGG -3'，5'- GACCCAAGAGCAACAACGGA -3'）を使用して測定した。
各サンプルにおけるコピー数は、in vitro にて合成された JEV RNAをスタンダードサンプ
ルとし、これらを用いて Ct をプロットした検量線から算出した。 
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表 1．qRT-PCR解析で使用したプライマー配列 
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2． 7．TCRレパトア解析 
AL-PCR 法および MHA 法は、吉田らが確立したマウス TCR レパトア解析法に準拠して
行った[44-47]。まず 5 μgの total RNAを Superscript cDNA synthesis kit（Invitrogen）を用い
て逆転写反応を行い、引き続き 2本鎖 DNA に合成した。逆転写反応の際に、SphⅠ切断部
位を有するプライマー（BSL-18E）を用いることにより、DNA サンプルの 3’末端に SphⅠ
切断部位を付加させた。P10EA/P20EA アダプターをライゲーションさせた後に SphⅠ消化
反応を行うことで、5’末端にのみアダプターを結合させた DNAサンプルを調製した。これ
を鋳型として、TCR C領域に対する特異的プライマーMCA1または MCB1、およびアダプ
ター部分に相当する P20EA をプライマーとして 1st PCR を行った。引き続きMCA2または
MCB2、および P20EA をプライマーとして 2nd PCR を行い、さらに 5’末端をビオチン化さ
せたプライマーBio-MCA3 または Bio-MCB3、および P20EAを用いて 3rd PCR を行い、TCR
遺伝子を特異的に増幅させたビオチン化 DNA サンプルを作製した。PCR 反応はいずれも
変性反応 95℃、60秒、アニーリング反応 55℃、90秒、伸長反応 72℃、120秒の条件で 20
サイクル実施した。プライマーの一覧を表 2 にまとめた。また AL-PCR 法の図説を図 1 に
示した。 
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表 2．TCRレパトア解析で使用したプライマー配列 
図 1．AL-PCR法の図説 
組織から抽出した total RNA を鋳型として TCR遺伝子を特異的に増幅するまでの流れを示す。 
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TCR AVおよび TCR BV各サブファミリーに対する特異的プローブ（表 3）を 96well マ
イクロプレートに固相化し、使用前に GMCF buffer（0.5 M Na2HPO4, 1 mM EDTA, 7% SDS, 
1% BSA, 7.5% formammide, pH 7.0）で 47℃、30分間プレインキュベーションを行った。ビ
オチン化 DNAサンプルを等量の 0.4N NaOH/10 mM EDTAで変性させた後、GMCF buffer
で 100倍希釈したものをプレートの各 well に 100 μLずつ添加し、ハイブリダイゼーション
のため 47℃、2時間インキュベーションした。その後 washing buffer（2 × SSC，0.1% SDS）
でプレートを 4回洗浄し、さらに完全な洗浄のため 37℃、10分間インキュベーションを行
った。再びwashing bufferにて4回洗浄した後、各wellにTB-TBS（10 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 
0.5% Tween20, 0.5% blocking reagent; Boehringer，pH 7.4）を添加して室温、30分間 blocking
を行った。次に TB-TBS にて 5000倍希釈したストレプトアビジン標識アルカリホスファタ
ーゼ（R&D Systems）を添加して 37℃、30分間インキュベーションした。プレートを T-TBS
（10 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 0.5% Tween20, pH 7.4）で 6回洗浄した後、100 μLの基質溶
液（4 mg/mL p-nitrophenylphosphate; Sigma, 10% diethanolamine, pH 9.8）を添加し、発色後に
波長 405 nm にて吸光度を測定した。各 TCR V特異的プローブの TCR C 特異的プローブに
対する相対的ハイブリダイゼーション効率（V/C 値）を用いて、測定した吸光度の値を補
正した。各サブファミリーの相対頻度は、計算式（相対頻度（%）＝（得られた TCR V特
異的プローブの吸光度／得られた TCR V特異的プローブの吸光度の合計）× 100）によっ
て計算した。またMHA法の図説を図 2に示した。 
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表 3．TCRレパトア解析で使用したプローブ配列 
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2． 8．CDR3アミノ酸配列解析 
20倍希釈した 2nd PCR 産物を鋳型として、各 TCR Vに特異的なプライマー（MHA法に
用いたプローブの配列に相当）と TCR C に特異的なプライマーMCA4 またはMCB4（MCA3
および MCB3 配列の非ビオチン化プライマー）を用いて上述と同一の条件で 3rd PCR を行
った。PCR 産物をアガロースゲルにて電気泳動を行い、目的のバンドを切り出して DNA
を精製した。この DNA を pGEM-T Easy Vector（Promega）にライゲーションさせ、DH5α
コンピテントセル（TOYOBO）を用いて分子クローニングを行った。無作為に選んだコロ
ニーから精製した各プラスミド DNA クローンについて GenomeLab DTCS Quick Start Kit
（Beckman Coulter）を用いてシークエンス PCR を行い、CEQ8000 Genetic Analysis System
（Beckman Coulter）にてシークエンス解析した。得られた塩基配列に対して、プラスミド
領域のトリミングおよび対象とする TCR V遺伝子配列を含み、かつ V（D）JC 構造を維持
図 2．MHA法の図説 
左側にMHA模式図、右側に TCRレパトアの結果の例を示す。 
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していることを確認した後、CDR3 領域のアミノ酸配列を決定した。 
2． 9．統計解析 
有意差の評価は、Windows 版 GraphPad PRISM Version 5.0（GraphPad Software, Inc.）を用
いた。qRT-PCR および TCR レパトア解析、J 遺伝子の発現解析の結果に対して分散分析
（ANOVA）検定を行い、Tukey 検定を post test として行った、統計的に解析し、p ＜0.05
を統計的有意とした。生存曲線の有意差検定には Log-lank 試験を行い、p値を算出した。  
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3．結果 
3． 1．生存群と死亡群の決定 
 30頭のマウスに JEV を皮下接種し、生死と体重の変化をウイルス接種後 21日（21 days 
post-inoculation, dpi）まで観察を行った。8匹の JEV感染マウスは 13 dpi までに 25%以上の
体重減少を示し、これらのマウスは 21 dpi までに全頭死亡した（8 / 30）（図 3A, 3B）。ま
た、13 dpi に体重変化がなかったマウス、および体重減少が 10%未満のマウスの中には死
亡する個体はいなかった。この結果は、JEV 感染後の体重変化は予後と関連し、JEV 感染
B6 マウスの予後予測の指標となることを示している。群分け後に群平均体重を基に有意差
検定を行ったところ、13 dpi より死亡群は生存群および非感染群と比較して有意に体重減
少していた（図 4A）。さらに、群分け後の生存曲線解析では死亡群と生存群では有意に生
存曲線が異なることが示された（図 4B）。この結果に基づいて、本実験では JEV 感染マウ
スを 13 dpi において 25%以上の体重減少があったマウス群（死亡群）と、体重減少がなか
った、もしくは体重減少が 10%以下のマウス群（生存群）の 2群に群分けを行った（図 4A, 
4B）。 
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図 3．JEV感染マウスの体重変化と生存曲線 
（A）JEV 感染マウス（n = 30）の各個体の体重の推移。死亡した時点を（†）で示す。（B）JEV
感染マウス（n = 30）における生存曲線。 
図 4．生存群と死亡群の体重変化と生存曲線 
（A）JEV感染マウスを生存群と死亡群に分けた後の群平均の体重推移。死亡群においては 19 dpi
以降 1 個体のみの生存となるため、標準偏差がついていない。（B）生存群と死亡群に分けたのち
の生存曲線。検定は Log-lank検定で行った。 
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3． 2．生存群と死亡群における脳内ウイルス量の比較 
JEV 感染マウスにおける生存群と死亡群の脳内ウイルス量を検討するため、ウイルス
RNA量およびプラーク法による力価の比較を 13 dpi において評価を行った（図 5）。JEVの
RNA量は感染後 13 dpi で増加していたが、死亡群ではすべての個体の脳内で 106コピー以
上のウイルス RNA量を示すのに対し、生存群では検出限界以下のものから死亡群と同程度
のウイルス量を示す個体まで、個体によって脳内ウイルス量に大きな差が認められた。プ
ラーク法によるウイルス粒子数の測定においても同様の結果であり、死亡群ではすべての
個体が 106 pfu 以上であるのに対し、生存群では 102~108と、個体により大きなばらつきが
あることが確認された。本研究では、脳内ウイルス量に依存しない重症化要因を探索する
ことを目的とするため、以降の実験においては生存群の中で JEV ウイルス量が 106 pfu/g以
上の個体の中から、無作為に 5 個体を選んで生存群として解析を行った。死亡群も同様に
無作為に選んだ 5 個体を解析対象とした。この 5 個体をそれぞれ 1 群の死亡群、生存群と
したとき、両者には RNA量においてもプラーク数においても有意差は見られなかった（図
6）。 
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図 5．JEV感染マウス脳内における JEV RNA量とプラーク法によるウイルス力価の測定 
（A） JEV感染後 13 日後の脳より抽出した Total RNA 1 ng中の JEV RNAのコピー数と（B）
感染脳組織 1 g中のプラーク数。丸は各個体の計測値を示す。 
図 6．生存群と死亡群から選択した個体の脳内 JEV RNA量とプラーク法によるウイルス力価の
測定 
JEV感染マウスを生存群と死亡群に群分けしたのちに選出した 5個体の（A）脳内ウイルス RNA
コピー数と（B）感染脳組織 1 g中のプラーク数。丸は各個体の計測値を示す。 
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3． 3．JEV感染マウスの大脳皮質における病理解析 
JEV感染 13 dpi および非感染マウスの大脳皮質に対して、組織学的および免疫組織学的所
見を検討した（図 7）。組織病理学的な検査において、JEV感染群では単核球の炎症性浸潤
が認められた。死亡群においては大脳皮質の広い領域で神経細胞の変性が確認され、神経
細胞上で JEV抗原が確認された。生存群においては死亡群と類似の神経細胞感染を示して
いたが、大脳皮質における神経細胞の変性は死亡群と比較して少なかった。 
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図 7．JEV感染マウスの大脳皮質の組織病理学的特徴 
大脳皮質における組織病理像。JEV抗原は Eタンパク特異的抗体を持ちて検出した（黒矢
印）。生存群において、神経細胞変性が確認された（白矢印）。いくつかの JEV抗原陽性細
胞が検出された（黒矢印）。死亡群の大脳皮質において神経変性が確認された（白矢印）。
ウイルス抗原用背細胞は壊死細胞であった。 
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3． 4．生存群と死亡群の脳内 Th1、Th2 サイトカインバランスの比較 
JEV 感染マウスにおける脳内の免疫性状の評価を行うため、Th1（IFN-γ、TNF-α）およ
び Th2（IL-4、IL-5）系サイトカインの mRNA発現レベルを測定し、発現比率（IFN-γ / IL-4、
TNF-α / IL-4、TNF-α / IL-5）を 13 dpi で解析した（図 8A）。JEV感染マウス脳内の IFN-γ / IL-4
比率は非感染群と比較して有意に Th1 側に偏ったバランスを示した。また、JEV 感染マウ
ス群の比較では死亡群の脳内 IFN-γ / IL-4バランスは生存群と比較してTh1側に偏っていた。
感染群は TNF-α / IL-4 比率でも非感染群と比較して有意に Th1側に偏ったバランスを示し
た。また、JEV感染マウス群の比較ではでは死亡群の脳内 TNF-α / IL-4バランスは生存群
と比較して有意に Th1 側に偏っていた。さらに、感染群では TNF-α / IL-5比率でも非感染
群と比較して有意に Th1 側に偏ったバランスを示した。JEV 感染マウス内では死亡群の脳
内 TNF-α / IL-5バランスは生存群と比較して有意に Th1側に偏っていた。Th1関連サイト
カインの産生を亢進させた要因を明らかにするため、2 つのサイトカイン転写制御因子
（T-bet, GATA3）を JEV 感染マウスで測定した（図 8B）。13 dpi で非感染群のマウスと比較
して T-bet と GATA3 は JEV感染マウスで有意に発現量が増加していた。感染マウス群の比
較では、死亡群では T-bet の発現量が生存群と比較して有意に増加した。一方、生存群では
GATA3の発現量が死亡群と比較して有意に増加した。 
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図 8．Th1、Th2関連遺伝子の発現比率の比較と転写制御因子の qRT-PCR解析 
（A）13 dpi での JEV感染マウス脳内の IFN-γ / IL-4、TNF-α / IL-4、TNF-α / IL-5の発現比
率。（B）Th1 および Th2 関連サイトカインの転写制御因子の T-bet と GATA3 の mRNA 発
現量。（p ＜ 0.05, ANOVA） 
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3． 5．脳内浸潤細胞と細胞障害因子マーカーの解析 
脳内浸潤細胞の活性化状態を詳細に解析するために、T 細胞抗原標識分子（CD3、CD4、
CD8、CD25）、リンパ球活性化標識分子（CD69）（図 9A）、細胞障害因子マーカ （ーPerforin、
Gzm A、Gzm B、Fas L）（図 9B）の発現量を qRT-PCR を用いて解析を行った。JEV感染群
では非感染群と比較して CD3、CD8、CD25、CD69 の発現量が有意に増加していた。しか
しながら、死亡群と生存群の間には発現量に有意差は認められなかった。細胞障害因子と
しての Perforin と Gzm A、Gzm Bは生存群と比較して死亡群で有意に発現量が増加してい
た。次いで、Treg関連遺伝子（TGF-β1、Foxp3）の発現量を JEV感染マウスで測定した（図
9C）。TGF-β1と Foxp3 はともに非感染感染群と比較して JEV感染群では高い発現量を示し
た。さらに感染群内では生存群で有意に高い発現量を示した。 
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図 9．脳内浸潤細胞と細胞障害関連遺伝子の qRT-PCRを用いた発現解析 
13 dpiでの JEV感染マウスの脳より抽出した Total RNA 1 μg中の（A）CD3、CD4、CD8、CD25、
CD69、（B）Perforin、Gzm A、Gzm B、（C）Foxp3、TGF-β1 の mRNA発現量を示す。GAPDHに
おいて補正を行った。（p ＜ 0.05, ANOVA） 
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3． 6．脳内浸潤 T細胞の TCRレパトア解析 
以上の結果により、生存群と死亡群の間で脳内浸潤 CD3+CD8+T 細胞数や活性化因子に
差は認められないが、サイトカインの性状や細胞障害因子活性について有意差があること
が示された。これらの脳内免疫性状の相違が浸潤 T 細胞の質的な違いによるものかを明ら
かにするため、脳内浸潤 T細胞の TCR AV と TCR BV のレパトア解析を行った（図 10）。
脾臓におけるレパトア解析においては、TCR AV および TCR BV レパトアいずれにおいて
も JEV感染マウスおよび非感染感染マウス間に有意差を認なかった。一方、JEV感染マウ
スの脳において、VA8-1、VA10-1、VB2-1 を発現する T 細胞の相対頻度は、JEV 感染マウ
スもしくは非感染マウスの脾臓に比べ有意に増加した。一方、これらの TCR を発現するＴ
細胞の相対頻度は生存群と死亡群間の脳において差が認められなかった。非感染群のマウ
ス脳内では TCR AV、TCR BV ともにリンパ球数が低く、レパトア解析における検出限界以
下であった（data not shown）。 
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図 10．JEV感染マウスにおける脾臓と脳の TCRレパトア解析 
マウスに JEVもしくはEMEMを接種し、13 dpiに採取した脳および脾臓のTCR AVおよびTCR BV
のレパトアを示した。棒グラフは 5 個体の平均値、エラーバーは SD を示す。各ファミリーにお
いて、非感染群の脾臓と比較して発現量が高く、有意差が認められたものを黒棒にした（p ＜ 
0.05）。 
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3． 7．生存群と死亡群の脳内浸潤 T 細胞における CDR3アミノ酸配列解析 
PCR により増幅され、ランダムに選択された cDNA クローンを用いて VA8-1、VA10-1、
VB2-1 の CDR3 アミノ酸配列を解析した。JEV 感染マウスの脳から得られた浸潤 T 細胞の
CDR3 アミノ酸配列は cDNAクローン頻度とともに、個体ごとに示した（図 11 - 13）。非感
染群の脾臓において 30 以上の cDNAクローンの解析を行ったが、同一配列のクローンは存
在しなかった（data not shown）。 
VA8-1 の解析において、死亡群のマウスから 4 種の同一のクローン型
（ CAL-R-SSNTNKVVF （ 5 頭 /5 頭中）、 CAL-RM-SNYNVLYF （ 3 頭 /5 頭中）、
CAL-RR-SNYNVLYF（3 頭/5 頭中）、CALS-G-SNYNVLYF（2 頭/5 頭中））が得られた（図
11）。死亡群の脳内から検出されたアミノ酸配列の中で、 2 つのクローン型
（CAL-R-SSNTNKVVF、CAL-RR-SNYNVLYF）は生存群の脳内からもアミノ酸配列として
検出されたが、各々のアミノ酸配列は生存群の 1個体ずつに確認されたのみであった。 
VA10-1 の解析においては生存群内で複数の個体に共通する 4 種のクローン型
（CA-P-DSNYQLIW（4頭/5頭中）、CA-F-SGGSNAKLTF（3頭/5頭中）、CA-PM-SNYNVLYF
（2 頭/5 頭中）、CA-I-DSNYQLIW（2 頭/5 頭中））が確認された（図 12）。一方で、死亡群
内においても複数の個体に共通する 6種のクローン型（CAL-G-GSALGRLHF（4頭/5頭中）、
CAL-GY-YNQGKLIF（3頭/5頭中）、CAL-ID-SNYNVLYF（2頭/5頭中）、CAL-GG-NYAQGLTF
（2 頭/5 頭中）、CAL-RG-ATGGNNKLTF（2 頭/5 頭中）、CA-R-NYNVLYF（2 頭/5 頭中））
が確認された。1 クローンのみ生存群と死亡群の各 1 個体に共通するクローンが確認され
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た（CAL-RGSALGRLH）が生存群と死亡群でそれぞれ共通するクローンは完全に異なった。 
VB2-1の解析では生存群内で複数の個体間に共通する 2種のクローン型（CSA-ETLYF（4
頭/5 頭中）、CSA-DWG-SYEQYF（2 頭/5 頭中））が検出されたが、そのクローンは死亡群
の 1 個体にもそれぞれ確認された（図 13）。また、死亡群内の複数の個体間に共通する 2
種のクローン型（CSA-RLG-SYEQYF（4 頭/5 頭中）、CS-PYN-SGNTLYF（2 頭/5 頭中）が
確認され、生存群の 1 個体にもそれぞれ同一クローンが確認された。また、生存群と死亡
群にそれぞれ 4 頭ずつの個体に共通して確認されたクローン型（CSA-GLGG-EQYF）も存
在していた。 
次いで VA8-1と VA10-1について J 遺伝子の使用頻度を解析したところ（図 14）、各々の
α鎖内での使用頻度として、VA8-1/AJ23、VA8-1/AJ31、VA10-1/AJ33、VA10-1/AJ42 の組み
合わせの存在頻度が死亡群と比較して生存群で有意に増加していた。一方で、VA8-1/AJ21
は生存群と比較して死亡群で存在頻度が有意に増加していた。 
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図 11．JEV感染マウスの脳内浸潤 T細胞における VA8-1クローン CDR3 領域アミノ酸配列 
個体間において認められた同一配列を同色で示した。 
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図 12．JEV感染マウスの脳内浸潤 T細胞における VA10-1クローン CDR3 領域アミノ酸配列 
個体間において認められた同一配列を同色で示した。主に生存群で共通した配列を寒色系、死
亡群で共通して見られた配列を暖色系で示した。両群に同程度共通したクローンは灰色で示し
た。 
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図 13．JEV感染マウスの脳内浸潤 T細胞における VB2-1クローン CDR3 領域アミノ酸配列 
個体間において認められた同一配列を同色で示した。主に生存群で共通した配列を寒色系、死亡
群で共通して見られた配列を暖色系で示した。両群に同程度共通したクローンは灰色で示した。 
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図 14．JEV感染マウスの脳内 TCRクローンにおける J遺伝子の使用頻度の解析 
α鎖における J 遺伝子の使用頻度を算出し、有意差検定を行った。白丸で非感染群の脾臓、
灰色丸で生存群の脳、黒丸で死亡群の脳における各個体の J 遺伝子の使用頻度を示した。（p 
＜ 0.05, ANOVA） 
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4．考察 
本実験における JEV感染マウスの致死率はすでに報告されている 20 – 30%の範囲内であ
った。また、JEV感染マウス脳内よりウイルスが検出されるとともに mRNAレベルにおい
ても CD3 および CD8 の発現量が増加しており、非感染マウスにおいてはほとんど存在し
ない T細胞が JEV感染によって血液脳関門を越えてマウスの脳内に浸潤したことを示して
おり、本実験系の感染モデルマウスは JEV 感染モデルとして適切であったと考えられる。 
JEV と同様にフラビウイルス科フラビウイルス属に属するダニ媒介性脳炎ウイルス
（TBEV）において、感染予後を体重を指標として予測することができるという報告がなさ
れている[31]。本実験で使用した JEV S982感染マウスについても感染予後は体重変化とよ
く相関しており、JEV 感染マウスの予後を評価するにあたって体重変化は単純かつ有用な
指標であることが確認された。TBEV 感染マウスにおける重症度と脳内ウイルス量および
免疫環境の比較についての報告では生存群と死亡群では脳内ウイルス量での差は認められ
ていない[31,48]。JEV を用いた本実験において、生存群では個体により脳内ウイルス量に
大きなばらつきが認められたが、本実験においては死亡群と同レベルの脳内ウイルス量を
呈した個体を無作為に選択し、解析対象とした。この脳内ウイルス量の高い生存群の存在
より、JEV 感染症の予後が脳内ウイルス価のみにより決定されていることではないことを
示している。 
JEV 感染後の宿主免疫応答の重症度への関与を調べるため、脳内の局所免疫の評価を
qRT-PCR を用いて行った結果、Th1 系サイトカインと Th2 系サイトカインの発現比率が死
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亡群では生存群と比較して有意に Th1 側に偏っていることが明らかとなった。そのサイト
カインバランスを形成している上位転写制御因子レベルにおいても死亡群では T-bet の発
現量が生存群と比較して有意に高発現しており、また GATA3は生存群で死亡群と比較して
有意に増加した。これはサイトカインバランス比率の結果を支持するものである。これら
の結果より、死亡群と生存群では異なる脳内免疫状態を形成する細胞の浸潤・増殖が起き
ていることが推察される。 
CD 抗原の qRT-PCR 解析結果から、JEV 感染マウス脳内では CD3 と CD8 が非感染群の脳
と比較して約 100 倍、発現量が増加していることが確認された。この結果は CD3+CD8+T
細胞が JEV感染マウスの脳内に浸潤・増殖したことを示している。しかし、JEV感染マウ
ス群での比較では生存群と死亡群の間に CD3 と CD8 の発現量に有意差は認められなかっ
たことから、生存群と死亡群の間に脳内 T細胞に量的な差がなかったことを示唆している。
同様に、IL-2 レセプターである CD25 やリンパ球活性化マーカーである CD69 の発現解析
結果も、JEV 感染マウスでは非感染群と比較して有意に増加しているが、JEV 感染マウス
群の比較では生存群と死亡群の間には有意差は見られなかった。これは生存群と死亡群の
脳内 T細胞活性化因子の間に発現量の差がなかったことを示している。CD4の発現量は非
感染群と JEV 感染群での差はなかった。これは中枢神経系に常在する CD4+ミクログリア
に起因するものと考えられる[49,50]。炎症性サイトカインの発現は CD4+T細胞によるとこ
ろが大きいため、今回得られた結果はミクログリアによって発現された CD4 転写産物が
CD4+T 細胞転写産物をマスクしてしまった可能性を考慮すべきである。 
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細胞障害因子関連遺伝子を測定した結果、Perforin、Gzm A、Gzm B の mRNA発現量が生
存群と比較して死亡群で有意に増加していた。これらの局所細胞障害の制御を行う Treg の
評価を行うため、Treg 関連遺伝子の発現定量を行った。Treg関連遺伝子の mRNA発現は死
亡群と比較して生存群で有意に増加したことから、局所細胞障害活性と Treg関連遺伝子発
現量が逆相関の関係を示すことが明らかとなった。フラビウイルス属に属するほかのウイ
ルス感染症の報告として C 型肝炎ウイルスに起因する感染症において、肝生検組織内の
Treg 数と組織学的炎症性のスコア間の逆の相関があることが報告されている[51]。この結
果は JEV感染性脳炎において脳内 Tregの発現量が予後因子となることを示唆している。 
CD8+T 細胞がウイルス性脳炎においてウイルス排除に重要な役割を示すことが報告さ
れている[52-55]。一方では、CD8+細胞がフラビウイルス感染症において過剰な免疫応答に
よる免疫病理学的な病変を引き起こすことも報告されている[6]。藤井らは TBEV感染モデ
ルマウスを用いて感染後の予後と脳内浸潤 CD8+T 細胞の量的および質的な解析の報告を
行ったが、予後と T細胞の量的な差に相関は認められなかった[32]。 
本研究においては浸潤 T細胞の評価を行うために TCR レパトア解析を行った結果、JEV
感染マウスでは VA8-1、VA10-1、VB2-1 の発現頻度が脳内で増加していることが明らかと
なった。しかし JEV感染マウス内では生存群と死亡群間でその発現頻度には差が認められ
なかった。この結果は、予後にかかわらず、一定量のウイルスが脳内に浸潤した結果ウイ
ルス特異的に選択されたTCR Vファミリーを有するＴ細胞が脳内に浸潤し増殖する可能性
を示唆している。 
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同一 V ファミリー内での相違をさらに詳細に明らかにするために、CDR3 アミノ酸配列解
析を行った。その結果、VA8-1 においては死亡群で個体間に共通する 4 種のクローンが確
認されたが、生存群では個体間に共通するクローンは存在しなかった。VA10-1では生存群
と死亡群で、群内で個体をまたいで共通するクローンが異なった。また、1 クローンのみ
生存群（#4, 3 / 15）と死亡群（#5, 1 / 15）に共通するクローンが確認された。これはどちら
の群においても JEVは存在していること、また、JEVはいくつかのエピトープとなり得る
部分が存在することから、生存群と死亡群のマウスの T 細胞が共通して認識をしたエピト
ープに対する TCR であることが考えられる。同様に 2群間で共通するクローンは、VB2-1
の CDR3 アミノ酸配列解析においても確認されている。VB2-1 では両群に独立して個体を
またいで確認されたクローン種が同定されたが、共通するクローンも多くの個体で確認さ
れた。T 細胞の抗原認識において、α 鎖は 1 つのエピトープに対して厳格な反応を示すが、
β 鎖はバリエーションが存在することが報告されている。Dietrich らはヒトサンプルにおい
て、MHC 拘束性に melan-A ペプチド特異的 CD8+T 細胞クローンを選択し、VA2-1 と複数
の VBが存在することを示した[56]。またMessaoudi らは、ヘルペスウイルスの HSV-8p ペ
プチド特異的 B6.C-H-2bm8マウス由来 CTL の TCR レパトア解析において、VA2 と複数の
VB の使用が確認され、各々の VB に分画後に CTL アッセイを行った結果、全ての VB 保
有細胞において同様の細胞傷害性の能力があることを証明した[57]。 Dongらは、ヘルペス
ウイルス 2型に感染歴のあるヒトの PBMC より分離した HSV-2 VP22 エピトープに対する
CD8+T細胞クローンにおいて、VA1-1と複数の VBが検出されたことを報告している[58]。
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しかしながら、VB2-1 において生存群もしくは死亡群に優勢的に確認されたクローン型は
複数存在していた。また、J遺伝子の使用頻度解析の結果では死亡群の脳内にはVA8-1 / AJ21
を持つ T細胞が有意に多く存在していることが、生存群の脳内には VA8-1 / AJ23、VA8-1 / 
AJ31、VA10-1 / AJ33および VA10-1 / AJ42 の遺伝子を持つ T細胞が多く浸潤していた。 
以上の結果より、同じハプロタイプのマウスに JEVを感染させたときには同じレベルの
脳内ウイルス量および力価を示し、同じレベルの CD3+CD8+T 細胞の浸潤をもたらすが、
個体により異なる T細胞が脳内に浸潤し増殖するため、その T細胞の分子的性状の違いに
より予後が決定される可能性があることが示唆された。つまり、JEV 感染後の生存群と死
亡群は異なる脳内免疫性状と脳内細胞障害活性を示していた。これらを形成していると考
えられる脳内浸潤 T細胞の量的な差や活性化度に差は認められなかったが、TCR の異なる
質的に異なる T 細胞がそれぞれ脳内に浸潤・増殖していることが明らかとなった。TBEV
において予後と脳内浸潤 T 細胞の関連性を解析した結果では、このような明らかなクロー
ンの違いは認められなかった[32]。また、TBEV と異なり JEV 感染マウスにおいては生存
群で個体により脳内ウイルス量に大きなばらつきが認められた。感染成立するウイルス量
を接種しており、なおかつ生存群のマウスの約半数は死亡群と同程度の脳内ウイルス量を
呈していることから、なぜ一部の生存群のマウスにおいて脳内ウイルス量が低かったのか
について考慮する必要がある。JEV 接種時における実際の接種量のばらつきはある程度考
慮する必要があるが、むしろ、これらのマウスは末梢において JEV感染に対してより強力
な免疫応答が起こった結果と考えられる。この点に関して、TBEV 誘発性脳炎と JEV 誘発
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性脳炎は病態が異なる可能性がある。ウイルス感染後の脳炎時における脳内浸潤 T 細胞に
予後と関連した T細胞のクローナリティーに違いが表れる JEVと表れない TBEVという差
は、感染初期の末梢レベルでの液性免疫と細胞性免疫のバランスの差によって起きると考
えられる。また、性質の違う T細胞が JEV感染マウスの予後を変化させている要因につい
て、感染マウス脳内の Treg 関連遺伝子の発現レベルと JEV 特異的脳内浸潤 T 細胞クロー
ンの間に相関性が認められるため、Tregが JEVに特異的な免疫応答と炎症を抑制または制
御することによって保護作用を及ぼす可能性があると考えられる。脳内浸潤 T 細胞が JEV
感染症の予後に対して有用もしくは有害な作用をしているかを決定することは脳炎の病態
解明において重要なことである。Treg による脳内免疫の抑制は、中枢神経系での近傍組織
の損傷を緩和するために不可欠である可能性がある。JEV 感染後、どのような因子が Treg
の脳内浸潤と活性化につながるかを決定付けているかは興味深い。今後の研究は、脳局所
ではなく感染初期の末梢レベルでの免疫応答の解析と、脳内への Tregの誘導の機序を明ら
かにする必要がある。現在使用している T 細胞解析手法である AL-PCR と MHA 法を用い
た TCR レパトア解析においては、JEV 感染マウスの脾臓から JEV 特異的な TCR を持つ T
細胞の検出はされない。これは今までに報告された WNV や TBEV を用いた T 細胞の解析
結果と同様である。この解釈として考えられることは、免疫反応は脳内で最も活発に行わ
れており、末梢免疫応答は JEV感染性脳炎に大きな影響を及ぼさないという可能性、そし
てもう一つは脾臓という大きなリンパ組織プールの中に特異的 T 細胞が存在はしているが、
検出限界以下である可能性である。本研究の結果や過去の報告[16]は、末梢の免疫応答を
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TCR レベルで解析する必要があることを示している。より感度を高めた TCR 解析手法とし
て、次世代シークエンサーを用いた大規模 TCR スクリーニングを行う手法を近年確立しつ
つある。この手法は一般的にはゲノム解析に用いられてきた次世代シークエンサーである
が、機器・技術の発達とともに解析全長が伸び（約 350 bp）これは TCR の全長を V領域、
N 領域（β 鎖：N-D-N 領域）、J 領域、C 領域まですべてカバーできる長さとなっている。
プライマーを V遺伝子の外側から C 遺伝子までで設計することにより、TCR リモデリング
での超可変部領域を含めた遺伝子すべてを同時にエマルジョン PCR にかけ、シークエンス
を行う手法である。従来の大腸菌を用いたシークエンス手法と比べるとコスト・解析時間
共に大幅に削減でき、検出感度も飛躍的に高くなる。この手法は末梢中での存在頻度のマ
スクされた特異的 TCR の検出を行うことが期待できるものである。今後、この手法を用い
た感染初期の末梢での免疫応答の個体差を、本研究で得られた脳内浸潤 JEV 特異的 TCR
の情報を基に解析していく。また、それらの性状を解明することにより、予後により強く
関わりのあることが示唆されたTCRを明らかにし、JEV感染における病態解明と予後予測、
および新規治療法の開発に関して新しい知見を得られることが期待できる。 
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2-5．結論 
JEV S982 株を 104 pfu皮下接種により感染させたマウスにおいて、感染後 13日目に 25%
以上体重減少を起こしたマウスは 21 日目までに全頭死亡した（死亡群）。一方で、感染後
13 日目までに体重減少が 10%未満であった、もしくは変化のなかった個体に死亡したマウ
スはいなかった（生存群）。この結果は、JEV を接種した際に同一ハプロタイプのマウスに
おいても感染後異なる経過を辿ることを示している。本研究では重症度を決定する要因の
解明を目的に脳内免疫学的性状の解析および脳内浸潤 T 細胞の性状解析を行った。ウイル
ス量及びウイルス力価の測定を行ったが、死亡群では 106 pfu/g以上の高いウイルス量を示
したのに対し、生存群では 102～8 pfu/gの異なる脳内ウイルス量を示した。本実験において
は、ウイルス量とは別の要因を解析するために、生存群より 106 pfu/g以上の個体を選択し
て、死亡群との比較解析を行った。qRT-PCR を用いた CD 抗原の定量解析において、死亡
群と生存群の間に浸潤 T 細胞の量的な差や活性化マーカーの発現量に差は認められなかっ
た。しかし、Th1 型および Th2 型サイトカインの発現量を測定し、比率解析を行った結果
では死亡群は生存群と比較して有意に Th1 側に偏った脳内サイトカインバランスを呈した。
細胞障害関連因子の発現量においても、Perforin、Gzm A、Gzm Bの発現量が生存群と比較
して死亡群で有意に増加していた。制御性 T 細胞関連遺伝子の発現量については死亡群と
比較して生存群で有意に増加していた。また、TCR レパトア解析において、JEV感染マウ
スの脳内浸潤 T細胞は VA8-1、VA10-1および VB2-1を高発現していたが、生存群と死亡群
の間に発現量の差は認められなかった。しかし、CDR3 のアミノ酸配列解析では TCR AV・
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BV ともに生存群と死亡群の間で優勢に発現している CDR3 クローン型が異なった。この
結果は、JEV 接種後の予後の相違（死亡または生存）はそれぞれのマウス脳内に浸潤して
きた独自の CDR3 アミノ酸配列の異なる T 細胞の質的な差によって形成されていることを
示唆している。具体的には、生存群においてTreg関連遺伝子発現が増加していたことより、
局所免疫系のTregによる制御の多寡が JEV感染マウスの予後を決定している可能性がある。
また、脳内サイトカインパターンの違いの形成にも、それら脳内浸潤 T 細胞の質的な差が
関与している可能性がある。これまで JEV 誘発性脳炎において、T 細胞はウイルス排除に
有用な働きをしていることは知られているが、本研究によって得られた知見は、一部の局
所免疫を Tregが制御することにより免疫病理機序を抑制し、感染による病態を軽度にして
いる可能性がある。また、脳内浸潤 T 細胞の解析において同じフラビウイルス属のウイル
スである TBEV で得られた結果と異なることは興味深い。マウスにおいてフラビウイルス
脳炎においては脳内のウイルス価のみでなく、異なる TCR を発現するＴ細胞によって引き
起こされる免疫学的機序の相違によっても決定される。今後、脳炎発症に至るまでの免疫
学的機序の相違を末梢レベルで明らかにすることにより、より早期の末梢レベルでの予後
予測や治療法開発に対しての知見が得られることが期待される。B6 マウスにおける JEV特
異的 T 細胞のクローン群は本実験において同定されているため、それらのクローン型の情
報を基に今後は現在の研究手法では検出できなかった末梢における免疫レベルの免疫性状
の解析を、次世代シークエンサーを用いた大規模 TCR スクリーニングにより評価すること
により、さらに JEV感染後の全身的かつ継時的な免疫性状の解明を行う予定である。 
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